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Levadura panadera recombinante capa de asimilar
lactosa.
La presente invencion consiste en la construccion de
una estirpe de levadura de panadera capaz de asi-
milar lactosa, dise~nada para que pueda ser propa-
gada en lactosuero, el subproducto acuoso que re-
sulta de la fabricacion de quesos. La capacidad de
utilizar lactosa ha sido conferida a la levadura pa-
nadera por la expresion de dos genes de otra leva-
dura logeneticamente proxima, Kluyveromyces lac-
tis, que codican una permeasa de lactosa y una
beta-galactosidasa. La transformacion genetica del
organismo receptor (levadura panadera) ha sido rea-
lizada con fragmentos lineales de ADN, de secuencia
denida, del organismo clonador (K. lactis), depro-
vistos de secuencias bacterianas o de cualquier otro
organismo distinto a los dos citados
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DESCRIPCION
Levadura panadera recombinante capaz de
asimilar lactosa.
Sector de la tecnica
Tecnicas de ingeniera genetica.
Fabricacion de queso: aprovechamiento del
lactosuero
Levadura de panadera
Estado de la tecnica
El lactosuero es la fraccion acuosa de la le-
che que se genera como resultado de la precipi-
tacion de la casena en el proceso de fabricacion
del queso. Su principal componente es la lactosa
que se encuentra a una concentracion proxima al
5 %. Hay otros componentes minoritarios como
protenas, sales minerales y vitaminas. Aunque
los distintos compuestos del lactosuero tienen va-
lor industrial, su presencia en baja concentracion
hace que su recuperacion sea muy costosa. Algu-
nas industrias queseras recuperan la lactosa me-
diante desecacion del lactosuero, pero los costes
energeticos del proceso son muy elevados. Mu-
chas otras fabricas vierten el lactosuero al sistema
publico de alcantarillado o directamente al medio
ambiente, lo que ocasiona un impacto muy ne-
gativo por su elevado grado contaminante (DBO
aproximado, 50 g de O2 I
−1). Se han propuesto
distintas soluciones para el aprovechamiento de
la lactosa del lactosuero. Una de ellas es el uso
de levaduras capaces de asimilar el azucar, para
la fabricacion de protena unicelular que puede
ser utilizada como complemento nutritivo en die-
tas animales. Distintas levaduras del genero Klu-
yveromyces pueden ser empleadas para este n
porque asimilan naturalmente la lactosa. El pro-
blema con la produccion de levadura es su es-
caso valor comercial, que hace poco rentable la
inversion requerida para implementar la biotrans-
formacion del lactosuero y dar salida comercial al
producto.
Una forma de hacer economicamente renta-
ble la biotransformacion del lactosuero es utili-
zar una levadura cuyo uso pueda aportar valor
comercial a~nadido. Para ello, las levaduras del
genero Saccharomyces presentan ventajas sobre
las del genero Kluyveromyces, en cuanto que pue-
den ser utilizadas para la obtencion de distintos
productos como por ejemplo etanol. Sin embargo
Saccharomyces carece de la capacidad natural de
metabolizar lactosa, por lo que mediante la ex-
presion heterologa de genes de distinta proceden-
cia se han construido estirpes con esta propie-
dad. Estas construcciones, realizadas con estir-
pes de Saccharomyces cerevisiae de las habitual-
mente utilizadas en investigacion genetica, han
dado lugar a patentes (Dickson y Sreekrishna Pa-
tente USA 5047340, Sept. 10, 1991; Hartley et
al Patente EP 0463024 A1 920102) en las que se
propone el empleo de las estirpes obtenidas en la
produccion de etanol a partir del lactosuero.
Casos particulares de la utilizacion de levadu-
ras como organismos productores de compuestos
de valor comercial son los procesos fermentativos
que dan lugar a alimentos basicos como el pan, el
vino o la cerveza. En estos procesos, las estirpes
empleadas son variedades muy determinadas, dis-
tintas de las utilizadas en el laboratorio, general-
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mente de constitucion genetica compleja. Mien-
tras que en los procesos de fabricacion de vino y
cerveza, la propagacion de la levadura tiene lu-
gar en el propio medio de fermentacion, para el
proceso de panicacion las industrias adquieren
la levadura a otras compa~nas, especialistas en
la propagacion, que utilizan un medio de cultivo
barato para la produccion a escala industrial de
la levadura. Desde hace 80 a~nos, el medio em-
pleado para la propagacion de levadura panadera
han sido melazas procedentes de la fabricacion
de azucar de remolacha o de ca~na. El empleo
de melazas para el cultivo de levaduras, a pesar
de su uso generalizado, presenta ciertos inconve-
nientes: Se trata de un producto estacional, cuya
composicion precio y calidad fluctua segun las
epocas. Su precio se ve grabado por los costes de
transporte ademas, para mejorar el rendimiento
de la extraccion de azucar se utilizan nuevas tec-
nologas, mas drasticas, que dan lugar a melazas
contaminadas por distintos residuos nocivos para
la levadura. Una excelente alternativa a las me-
lazas podra ser el lactosuero, pero existe el in-
conveniente de que las levaduras de panadera no
pueden utilizar lactosa. Esta situacion hace muy
conveniente el desarrollo de nuevas estirpes de le-
vadura de panadera con esta propiedad.
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion aporta una solucion si-
multanea a dos problemas tecnologicos distintos:
el aprovechamiento de un subproducto contami-
nante, como es el lactosuero generado en la fabri-
cacion de quesos, y la produccion de levadura pa-
nadera en un medio nutritivo limpio y economico.
Para conferir la capacidad de asimilar lac-
tosa a una estirpe de levadura panadera, esta
se transformo con dos genes de Kluyveromyces
lactis (LAC4 y LAC12) que codican una -
galactosidasa y una permeasa de lactosa, respec-
tivamente. La expresion de ambos genes en la
levadura panadera (Saccharomyces) tiene lugar
bajo el control de un promotor homologo, regu-
lable por galactosa. Los dos genes heterologos se
integraron en copia multiple en el genoma de la
estirpe receptora, en el locus RDN1, con objeto
de conseguir estabilidad y elevados niveles de ex-
presion genica.
En ensayos de panicacion, las propiedades de
la estirpe resultante son comparables a las de es-
tirpes comerciales, utilizadas habitualmente por
la industria.
Una importante caracterstica de esta inven-
cion es que las manipulaciones geneticas realiza-
das implican estrictamente la introduccion en la
levadura panadera de las regiones codicadoras
de los genes LAC4 y LAC12 de K. lactis como
unico material heterologo. La estirpe construida
carece de material genetico de E. coli, o de cual-
quier otra procedencia, distinto a los dos genes
citados. Este detalle es importante para la acep-
tacion de la estirpe construida por parte de las
comisiones de bioseguridad que tengan que apro-
bar su uso en la industria alimentaria.
Descripcion detallada de la invencion
La clonacion de las zonas codicadoras de los
genes LAC4 y LAC12 de K. lactis se realizo me-
diante amplicacion por la tecnica de PCR a par-
tir de los datos de sus secuencias. La secuencia
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de LAC4 ha sido publicada por Poch et al, Gene
118:55-63 (1992). La secuencia de LAC12 ha sido
publicada por Chang y Dickson, J. Biol. Chem.
263:16696-16703 (1988). Los fragmentos de ADN
producidos por PCR y que contenan los genes se
clonaron en un vector de expresion para Saccha-
romyces, designado pEMBLyex4 (Cesareni y Mu-
rray, en J. K. Setlow ed. Genetic Engineering vol.
9, Plenum Press New York, 1987; pp. 135-154),
bajo control del promotor hbrido CYC-GAL de
esta levadura.
El gen LAC12 bajo control del promotor
CYC-GAL fue puricado como fragmento lineal
de ADN y clonado en una posicion adyacente
al gen TRP1 de Saccharomyces en el plasmido
YDp-W (Berben et al, Yeast 7:475-477; 1991)
(Figura 1) A partir de esta construccion se aislo
un fragmento lineal de ADN que contena el gen
TRP1 y el gen LAC12 bajo CYC-GAL. Este frag-
mento se clono en un punto interno, dentro de la
secuencia de ADNr de Saccharomyces existente
en un plasmido designado pAA14. A partir del
plasmido resultante de la manipulacion anterior,
se pudo aislar, mediante una digestion con enzi-
mas de restriccion apropiados un fragmento con-
sistente en el tandem TRP1-CYC-GAL/LAC12,
flanqueado por secuencias de ADN ribosomico
(ADNr) de Saccharomyces correspondientes a la
zona proxima a la secuencia que codica el ARN
5s. Este fragmento, una vez puricado, se utilizo
para transformar una estirpe de levadura de pa-
nadera designada 10a12-13x28b4 (Randez-Gil y
Sanz, Appl. Microbiol. Biotechnol. 42:581-586;
1994). Esta estirpe es auxotrofa para triptofano
(trp1/trp1), lo que permitio seleccionar los trans-
formantes como colonias capaces de crecer en
medio sin triptofano. El dise~no experimental
utilizado en la obtencion de estos transforman-
tes fuerza la integracion de los genes TRP1 y
LAC12 en el locus RDN1. El genotipo esperado:
RDN1::TRP1-CYC-GAL/LAC12, pudo compro-
barse mediante amplicacion por PCR, utilizando
cebadores especcos. Seleccionamos una estirpe
con esta constitucion genetica, designada 13B-
LAC12/2, para manipulaciones subsiguientes.
De forma analoga a la utilizada para generar
un fragmento de ADN lineal con LAC12 bajo con-
trol de CYC-GAL, se genero otro fragmento li-
neal de LAC4 bajo control de este mismo promo-
tor (Figura 2). Partiendo del plasmido pAA9, ci-
tado anteriormente, se construyo un plasmido de-
signado pMR14, en el que la construccion CYC-
GAL-LAC4 se encuentra inserta en medio de una
secuencia de ADNr. Utilizando ADN de este
ultimo plasmido como molde, se amplico me-
diante PCR un fragmento lineal, compuesto por
el gen LAC4 bajo control del promotor CYC-
GAL, flanqueado por ADNr. El ADN resultante
de la amplicacion, se utilizo para transformar
la estirpe 13B-LAC12/2, seleccionando colonias
capaces de crecer en medio mnimo con lactosa
como fuente de carbono. Algunos de los trans-
formantes obtenidos en este experimento fueron
analizados para asegurar la presencia de los ge-
nes LAC4 y LAC12 de K. lactis, y la ausencia de
secuencias bacterianas correspondientes al vector
pUC18, utilizadas en alguno de los pasos interme-
dios de clonacion. Los resultados obtenidos fue-
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ron los esperados, no se encontraron secuencias de
origen bacteriano. Dos de los transformantes ca-
racterizados fueron utilizados para hacer pan con
resultado satisfactorio. Uno de estos clones fue
mantenido en coleccion como estirpe de referencia
con la designacion L306BY6. Esta estirpe ha sido
depositada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos
Tipo, en la que gura con el numero CECT10883.
Descripcion del contenido de los dibujos
La gura 1 esquematiza el proceso seguido
para la construccion del tandem ADNr - TRP1 -
CYC - GAL/LAC12 - ADNr, utilizado en el pri-
mer paso de transformacion, de la estirpe 10a12 -
13x28b4, para dar lugar a la estirpe 13B -
LAC12/2.
La gura 2 esquematiza el proceso seguido
para la construccion del fragmento ADNr-CYC-
GAL/LAC4-ADNr, utilizado en el segundo paso
de transformacion, de la estirpe 13B-LAC12/2,
para obtener la estirpe L306BY6 (CECT10883).
Ejemplo de realizacion de la invencion
Tecnicas de cultivo, geneticas, y de biologa mo-
lecular
Los medios de cultivo y las tecnicas geneticas
empleadas con Saccharomyces son los descritos
por Sherman et al., Methods in Yeast Genetics,
Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,
New York (1986). Las particularidades para el
cultivo y caracterizacion de estirpes Lac+ se des-
criben en Rubio-Texeira et al., Yeast 14:827-837
(1998). La tecnicas generales de biologa mole-
cular utilizadas se describen en Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
New York (1986). La transformacion de Sac-
charomyces se hizo segun el procedimiento ori-
ginalmente descrito por Ito et al., J. Bacteriol.
153:163-168 (1983), con las modicaciones re-
comendadas por Gietz et al., Yeast 11:355-360
(1995).
Procedimiento seguido para la construccion de la
estirpe L3068Y6.
Los detalles para amplicar por PCR las se-
cuencias codicantes de LAC4 y LAC12 a partir
de ADN de K. lactis, y los detalles de la clonacion
de ambos genes bajo control del promotor CYC-
GAL, se describen en Rubio-Texeira et al., Yeast
14:827-837 (1998).
El plasmido resultante de la clonacion de
LAC12 bajo control del promotor CYC-GAL en
el vector de expresion pEMBLyex4 se designo
pLP1. Este ultimo se digirio con los enzimas StuI
y SalI y se purico el fragmento de 2.7 kb que
contiene CYC-GAL-LAC12, que a continuacion
fue clonado en el plasmido YDp-W (Berben et
al., Yeast 7:475-477; 1991), linearizado por di-
gestion parcial con BamHI en un punto adya-
cente a la secuencia del gen TRP1 de Saccha-
romyces presente en este plasmido. A partir del
plasmido resultante, designado YDp-WLP, me-
diante digestion con SmaI y NheI, se purico
un fragmento de 3.5 kb compuesto por las se-
cuencias TRP1-CYC-GAL/LAC12 dispuestas en
tandem, que fue a continuacion clonado en un
sitio SmaI existente en la secuencia de ADNr
del plasmido pAA14. Este ultimo plasmido es
una modicacion de pAA9 (Adam et al., Yeast
11:395-406; 1995). La modicacion de pAA14
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respecto a pAA9 consiste en la eliminacion de si-
tios de restriccion SmaI, realizada para facilitar
la clonacion del inserto. El plasmido resultante
de esta etapa de clonacion se designo pAA15.
A partir de el, mediante digestion con los enzi-
mas de restriccion XmnI y HpaI, se purico un
fragmento de 5.5 kb constituido por el tandem
TRP1-CYC-GAL/LAC12 flanqueado por ADNr.
Este fragmento fue utilizado para transformar la
estirpe 10a12-13x28b4. En la transformacion se
selecciono la complementacion de la auxotrofa
para triptofano presente en la estirpe receptora.
Se comprobo que los transformantes obtenidos
tenan la constitucion genetica deseada. Uno de
estos clones se tomo como estirpe de referencia
con la designacion 13B-LAC12/2.
El plasmido resultante de la clonacion de
LAC4 bajo control del promotor CYC-GAL en
el vector de expresion pEMBLyex4 se designo
pMR7. Mediante digestion con StuI y XbaI
de pMR7 se aislo un fragmento lineal de ADN
de 4.1 kb, que contena LAC4 bajo control de
CYC-GAL. Este fragmento se clono en el si-
tio de restriccion EcoRV, en la secuencia de
ADNr presente en una version modicada del
plasmido pAA9, designada pMR12. Para cons-
truir pMR12 se digirio pAA9 con HpaI y SmaI.
Se purico el fragmento de ADNr de 1.9 kb
resultante de este tratamiento y se clono en
el vector pUC18. La construccion resultante
de clonar el fragmento CYC-GAL/LAC4 de 4.1
kb, en el sitio EcoRV de pMR12 fue designada
pMR14. Utilizando dos oligonucleotidos, designa-
dos AC129 y AC130, correspondientes a secuen-
cias de ADNr presentes en pMR14 y este mismo
plasmido como molde, se amplico por PCR
un fragmento de 4.3 kb correspondiente al seg-
mento CYC-GAL/LAC4, flanqueado por segmen-
tos de ADNr. Las secuencias de AC129 y AC130
son: 5’-GGGTAACCCAGTTCCTCACT-3’ y 5’-
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GTGGTATAGTCCGCATTGGG-3’, respectiva-
mente. El fragmento lineal de ADN resultante
de la amplicacion se utilizo para transformar la
estirpe 13B-LAC12/2, seleccionando colonias ca-
paces de crecer en medio mnimo con lactosa como
fuente de carbono. A este medio se a~nadio galac-
tosa a concentracion 0.02 % para favorecer la ex-
presion de los genes situados bajo control del pro-
motor inducible por galactosa. Uno de los clones
resultantes de esta transformacion, una vez com-
probada su constitucion genetica, su capacidad
de asimilar lactosa y su capacidad de producir
pan, fue guardado como estirpe de referencia con
la designacion L306BY6. Esta estirpe se corres-
ponde con la depositada en la Coleccion Espa~nola
de Cultivos Tipo con el numero CECT10883.
Ensayos de panicacion con la estirpe L306BY6
En ensayos de panicacion, la estirpe
L306BY6 mostro cualidades comparables a las de
estirpes comerciales de levadura de panadera.
Se analizaron panes elaborados por el proce-
dimiento de amasado directo, utilizando levadura
prensada al 2 %. La estirpe L306BY6 se cultivo
directamente en lactosuero procedente de la fabri-
cacion de queso mezcla de leche de vaca y cabra
(suministrado por la Central Quesera de Jumi-
lla), mientras que dos estirpes industriales utili-
zadas como control (\Cinta Roja" y CECT10837)
fueron propagadas por el procedimiento habitual
en melazas suplementadas con sulfato amonico,
biotina y acido fosforico.
En masas panarias elaboradas con las distin-
tas levaduras, se determino el tiempo de fermen-
tacion y la formacion de gas (como incremento
de volumen). Tambien se midio el volumen to-
tal y la textura de los panes resultantes. No se
observo diferencia signicativa en ninguno de los
parametros evaluados, ni en las cualidades senso-
riales de los panes resultantes.
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REIVINDICACIONES
1. Levadura panadera recombinante carac-
terizada porque contiene una construccion gene-
tica que aporta la capacidad de asimilar lactosa.
2. Construccion genetica de ADN segun rei-
vindicacion 1, caracterizada por la siguiente es-
tructura: ADNr - TRP1 - CYC - GAL/LAC12 -
ADNr: donde el gen TRP1 proviene de S. cere-
visiae, el gen LAC12 de K. lactis bajo control del
promotor CYC - GAL de S.cerevisiae, y secuen-
cias flanqueantes de ADNr de S. cerevisiae.
3. Levaduras de estirpe Saccharomyces trans-
formadas con la construccion genetica de ADN
segun la reivindicacion 2.
4. Construccion genetica de ADN segun rei-
vindicacion 1, caracterizada por la siguiente es-
tructura: ADNr-CYC-GAL/LAC4-ADNr, donde
el gen LAC4 de K. lactis bajo control del pro-
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motor CYC-GAL de S. cerevisiae y ADNr, son
secuencias flanqueantes de S. cerevisiae.
5. Levaduras de estirpe Saccharomyces, trans-
formadas con la construccion genetica de ADN
segun la reivindicacion 4.
6. Levaduras de estirpe Saccharomyces, trans-
formadas conjuntamente con construcciones gene-
ticas de ADN segun reivindicacion 2 y 4.
7. Levadura de estirpe Saccharomyces segun
reivindicacion 6, depositada en la Coleccion Es-
pa~nola de Cultivos Tipo con el numero de orden
CECT10883 y designada como L306BY6.
8. Estirpes de levadura de panadera a las
que se les haya conferido la capacidad de asimilar
lactosa y consecuentemente, poder ser propaga-
das utilizando lactosuero como medio de cultivo
y su aplicacion en la fabricacion de pan y otros
productos de panadera.
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